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1. BEVEZETES

A hasnyalmirigy ductalis adenocarcinomai az exocrin pancreas tumorainak kdzel 90%-at
alkotjdk, a fennmaraddé 10% cysticus eredetli tumor. A betegségcsoportra jellemzd az
anatomiai elhelyezkedésbél és a késon jelentkezo tiinetekbdl adoddan a nehéz diagnosztika, a
szerény kezelési lehetdségek és a kifejezetten rossz progndzis: a diagnoézis utan egy évvel a
betegek kozel 90%-at elveszitjiik; a talélék csak az operalt populaciobol keriilnek ki. Otéves
tulélése nem éri el a 7%-ot. A pancreas Langerhans-szigeteinek sejtjeibdl kiinduld
funkciondld vagy nem funkcional6é daganatok Iényegesen ritkabban fordulnak el6 az exocrin
daganatokhoz képest; az Osszes pancreastumor 1-2%-a tartozik ebbe a szdvettani tipusba. Mig
a ductalis adenocarcinomak jellemzdje az *adenoma-carcinoma’-progresszioés modell, melyet
specialis genetikai eltérések is kisérnek, az endocrin hasnyalmirigy-daganatok nem mutatnak
szekvencialis kialakulast. Az endocrin hasnyalmirigy-daganatok talélése lényegesen jobb,
mint az exocrin tumoroké; a sebészileg kezelt, jol differencidlt daganatok 5 éves tulélése
meghaladja a 60%-ot. Az acinussejtes carcinomak a hasnyalmirigy-daganatok 1-2%-at
képviselik. Neuroendocrin eredetiiket igazolja a diagnosztika soran alkalmazott
chromogranin-, synaptophysin- és neuron-specifikus enolaz termel6 képesség, az exocrin
differencidciot tdimasztja ald a daganatok acinusképzd természete. Agressziv, rossz prognozisu
tumorok, metastasisképzd potencidljuk nagy, koran adnak &ttétet a majba. Terapiajuk
gyakorlatilag csak sebészi; a recurrens vagy inoperabilis esetekben alkalmazott kezelési
lehetdségek igen szerények.

A hepatocellularis carcinoma (HCC) a leggyakoribb primer malignus madjdaganat.
madjcirrhosis, a hepatotrop virusok (HBV, HCV) altal okozott kronikus majgyulladasok, a
tulzott alkoholfogyasztas, az aflatoxin-expozicio és kiilonbozd tarolasi betegségek fokozzak
kialakulasanak lehetdségét. Tulnyomorészt cirrhosis talajan alakul ki. A daganat a terdpias
lehetdségek boviilése ellenére is rossz prognozisu, 5 éves tulélése 15-20% kozott alakul. A
fibrolamellaris HCC (FLHCC) a HCC ritka variansa; leginkabb fiatal korosztalyban alakul ki,
cirrhosismentes majban. Etiologidja ismeretlen; a klasszikus majsejtdaganatok esetében
ismert rizikofaktorok e daganattipus kialakuldsa soran nem jatszanak érdemi szerepet. Eddig
egyetlen ismert rizikofaktora a focalis nodularis hyperplasia (FNH). Korai, a lehetéségekhez
mérten célzott terapia mellett progndzisa 1ényegesen jobb a HCC-csoporthoz képest, Gtéves

tulélése a 30%-ot is meghaladja — ehhez feltehetden a betegek fiatalabb életkora és az



egyebként *egészséges’ majszovet is hozzajarul. A cholangiocarcinomaknak (CC) kiindulasi
helyliktél fliggden extra- ¢és intrahepatikus tipusa ismert, az intrahepatikus
cholangiocarcinoma incidencidja napjainkban egyértelmiien emelkedik. Etioldgiaja nincs
pontosan tisztazva; ismert rizikdéfaktorai a primer sclerotizald cholangitis, policystés
majbetegség, egyes parazitafertézések (méjmétely), epekodvesség, illetve szdmos
méreganyag. Az RO-rezekcion datesett betegek kozel 30%-a 5 év utan is ¢€l, az Osszes
diagnosztizalt CC esetében a betegek 5 éves tulélése nem haladja meg a 20%-ot. Az atlagos
talélési id6 15-28 honap.

A tight junction az epithelialis és endothelialis sejtek apicalis részén elhelyezkedd
multiprotein membrankomplex. F6 feladata a két, egymas szomszédsagaban 1évo sejt kozott
foly6 paracellularis transzportfolyamatok és a permeabilitds szabalyozasa, illetve szdmos
egyéb cellularis mechanizmusban is fontos szerepet t6lt be.Tovabbi feladata a sejtek
polaritasanak létrehozasa és megorzése, melyet ezen sejtkapcsold struktura az apicalis és
basolateralis sejtfelszin kozotti lateralis diffuzio, illetve az apicalis membranon végbemend
receptormedialt endocytosis és a basolateralis membrdanon keresztiil zajlé exocytosis
szabalyozasaval ér el. Lényeges feladata van a sejt-extracellularis matrix k6zotti ozmotikus
egyensuly fenntartasaban is. A TJ-fehérjék egy része szerepet jatszik a sejtproliferacio ¢€s
egyes szignaltranszdukcios utvonalak szabalyozasdban, mésok a carcinogenesisben, illetve
tovabbi  proteinek fontos funkciét toltenek be a metastasisképzésben ¢€s a
tumorprogresszioban. A TJ-nak tovabbi lényeges szerepe van az epithelialis-mesenchymalis
atalakulds mechanizmusdban is, mely mind fizioldgias koriilmények, mind patologias
viszonyok kozott megfigyelhetd jelenség. Felépitésiiket tekintve integrans €s cytoplasmaticus
fehérjékbdl épiilnek fel. A ZO-fehérjék fontos feladatot latnak el nemcsak a TJ felépitésében,
hanem a sejtkapcsold struktura fenntartdsaban is: ismert, hogy e proteincsalad hidnya
kovetkeztében a hamsejtek nem képesek miikodOképes TJ létrehozasara. Az occludin
overexpresszidja emeli a sejtmembran elektromos ellenallasat  (barrier-funkcio).
Sejtproliferacioban betoltott szerepe sokdig kérdéses volt, a kozelmultban azonban igazoltak
jelenlétét a centrosomékban, amelyekben feltehetden egy foszforilacios Gtvonalon keresztiil, a
centrosoma-szeparacio révén befolyasolja a mitosist. A claudinok(CLDN) koziil az elsoket
1998-ban fedezték fel;az eddig leirt kozel harminc altipus koziil lokalizacid és funkcid
tekintetében szamos sejt- és szovetspecifikussagot mutat. Filogenetikai osztalyozas alapjan

két nagy csoportba, az Un. ’klasszikus CLDN’ és a 'nem klasszikus CLDN’-kategdriaba



illeszthet6k. Ko6zos feladatuk az intercellularis rések lezarasdban és a sejtadhesioban vald
részvétel, a paracellularis transzportfolyamatok szabalyozdsa ¢és a lateralis diffuzid
szabalyozasan keresztiil a szoveti homeosztazis biztositasa. Ismert tény az is, hogy a CLDN-3
és -4 a Clostridium perfringens enterotoxinjanak (CPE) receptora: kotdédése utan a toxin
hatdsara a CLDN-molekula depolimerizalodik, az igy létrejové porusokon keresztiil
fokozodik a membranpermeabilitas. E citotoxikus mechanizmust kihasznalva napjainkban a
kapcsolatos kutatasok kiemelt eleme. A normal human pancreas CLDN-expresszio vizsgalata
alapjan a ductalis sejtek CLDN-1, -2, -3, -4 és -7 fehérje pozitivak, az acinussejtek CLDN-1, -
3, -4 és -7 fehérjét expresszalnak, mig az endocrin hasnyalmirigy CLDN-3 és -7 proteint
termel. Az exocrin eredetll, ductalis adenocarcinomak taltermelik a CLDN-1, -2, -4 és -7-t,
mig az endocrin pancreastumorok esetében csak CLDN-3 és -7 pozitivitas észlelhetd. A
normdl méjszovetet vizsgalva egyértelmi, linearis CLDN-1 és CLDN-7 membranpozitivitas
¢észlelheté mind a hepatocytak, mind az epeuti sejtek apicalis felszinén. A CLDN-2 fehérje a
citoplazmaban, granularisan mutathato ki. A CLDN-3 a hepatocytdk membranjaban gyengén
expresszalodik, mig az epeutakban egyértelmii, 1ényegesen erdteljesebb mértékben mutathato
ki. CLDN-4 fehérje csak a biliaris sejtekben azonosithato.

A barrioldgia aktualis kutatdsi eredményei alapjan a hamsejtek kozotti szoros
sejtkapcsold struktirdknak jelenleg két formajat kiilonboztethetjiik meg; ezek a két sejtet
Osszekapcsolod bicellularis TJ-k és a harom sejt talalkozasi pontjaban észlelhetd tricellularis
TJ-k. Mig a két hamsejt kozotti szoros sejtkapcsolat 1étrehozasaban szerepet jatszo bicellularis
junctiok létezése mar régota ismert és az ezeket alkotd fehérjék tulnyomo tobbségét is
azonositottak, a harom sejt talalkozasi pontjanal elhelyezkedd sejtkapcsold strukturdkat alig
néhany éve fedezték fel. A 63,6 kDa molsulyu, 555 aminosavbol felépiild tricellulin (TRIC)
protein négy transzmembran domainnel, két extracellulrais hurokkal és intracellularis
terminalisokkal rendelkezik, 4 izoformaja ismert. Bar funkcidja még nincs tisztazva teljes
egészében, szamos feladatara mar fény deriilt; koztik az egyik legfontosabbra, a
transepithelialis barrier fenntartasara. Egyes vizsgalatok alapjan a TRIC-expresszioban gatolt
sejtekben a transepithelialis rezisztencia csokkenése és a paracellularis permeabilitas
fokozodésa is észlelhetd. Az a tény, hogy a tricellularisTJ centralis tubulusanak atmérdje
meghaladja szamos gyodgyszermolekula méretét, eldsegitheti a TRIC jovenddbeli szerepét

egyes gyogyszerhatdanyagok szallitasaban is.



2. CELKITUZESEK

Napjainkban vilagszerte aktiv kutatasok folynak a barriologia teriiletén; szadmos
eredménynek meghatarozo kovetkezménye lehet klinikai vizsgalatok, esetleges jovenddbeli
célzott terapias lehetdségek tekintetében is. A TRIC-fehérje kiilonbozo, sejtdifferenciacioban,
carcinogenesisben, tumorprogresszioban eddig megismert szerepe nyoman keriilt kutatasunk
kozéppontjaba. A fehérjével kapcsolatos vizsgéalatok tilnyomorészt sejtvonalakon folytak.
Human hasnyalmirigyben ¢és majban eziddig a TRIC-protein jelenlétét nem vizsgaltak.

Mindezek alapjan célul tliztiik ki az aldbbi kérdések megvalaszolasat:

2.1. Expresszalodik-e a TRIC normdl human pancreasban? Amennyiben igen, az expresszio
meértéke kiilonbozik-e a ductalis, acinaris, illetve endocrin struktarakban?

2.2. Megtigyelheté-e a TRIC fehérje pancreas eredetii ductalis adenocarcinomékban?

2.3. Eszlelheté-e TRIC-expressziobeli kiilonbség a normél pancreas és a ductalis

adenocarcinomak, illetve az eltérd differencidltsagti adenocarcinomék kozott?

2.4. Kimutathat6-e TRIC endocrin pancreasdaganatokban, s amennyiben igen, eltéréen

expresszaljak-e a kiilonb6z6 gradusu endocrin tumorok ?
2.5. Detektalhato-e a TRIC a hasnyalmirigy acinussejtes carcinomajaban?

2.6. Jelen van-e normal human majszovetben a TRIC? Amennyiben igen, észlelhet6-e

expresszios vagy lokalizacios kiilonbség a majsejtek és az epeutak kozott?

2.7. Kimutathat6-e TRIC cirrhotikus, nem daganatos méjszovetben?

2.8. HCC-ban azonosithat6-e a vizsgalt molekula?

2.9. Van-e kiilonbség a kiilonboz6 differencidltsagt HCC-k TRIC expresszidjaban?
2.10. El6fordul-e a vizsgalni kivant protein fibrolamellaris HCC-ben?

2.11. Eszlelheté-e a TRIC-fehérje termelddése cholangiocellularis carcinoméban, illetve van-e

expresszios kiilonbség az eltérd differencidltsagt adenocarcinomék kozott?



3. ANYAG ES MODSZEREK

3.1. Betegek, vizsgalati anyagok

Vizsgalataink sordan 0sszesen 128, a SE Il.sz. Patologiai Intézet archivumabol szarmazé
tumormintat, koziilik 76 hasnyalmirigydaganatot és 52 primer mdajdaganatot, illetve 12
cirrhotikus mintat elemeztiink. A pancreastumorok koziil 58 sebészileg eltavolitott pancreas
ductalis adenocarcinomat (14 grade 1, 19 grade 2 és 25 grade 3 daganat), 15 endocrin
hasnyalmirigytumort (5 benignus, 7 borderline és 3 malignus) és 3 acinussejtes carcinomat
vizsgaltunk; a majtumorok koziil 32 HCC-t(10 grade 1, 13 grade 2, 8 grade 3 és 1 kevert
gradusu daganat) és 20 intrahepatikus cholangiocellularis carcinomat (5 grade 1, 9 grade 2 és
6 grade 3 differencialtsaga tumor) elemeztiink a Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsaganak
engedélyével (#172/2003). A majdaganatok vizsgalata mellett 12 cirrhotikus majszovetet is
bevontunk kutatdsunkba. Munkéank masik részében a HCC-k egy altipusat, a fibrolamellaris
HCC-t vizsgaltuk; a kivalasztott 11 eset mellett 7 ’konvenciondlis’ és 7 cholangiocarcinomat
is elemeztiink. Immunfluoreszcens vizsgélatainkat 5-5 ép hasnyalmirigy és ductalis
adenocarcinoma, illetve normal maj és HCC frissen fagyasztott, -80°C-on tarolt mintajan
végeztilk. Kontrollcsoportjainkat 20, hasnyalmirigytumor mell6l vett, daganatmentes

pancreasszovet, illetve 20 tumormentes méjallomany alkotta.

3.2.Médszerek

3.2.1. Szovettani vizsgdlatok

A szovetmintakat az eltdvolitds utdn azonnal 10%, pufferolt formalinba helyezve 24 6ran
keresztiil szobahdmérsékleten fixaltuk. Ethanol- és xylol- dehidrataciot kovetden paraffinba
agyaztuk. A 3-4 um vastagsagih metszeteket hematoxilinnal és eozinnal festettiik meg
(ReanalKft., Budapest, Magyarorszag). Az acinussejtes daganatok vizsgalatakor perjodsav-
Schiff (PAS)- és emésztéses-PAS-reakciot végeztiink, illetve mucikarmin festést
alkalmaztunk. A pontos diagnozis €és gradus meghatdrozasat harom fiiggetlen patologus

szakorvos végezte.

3.2.2.Immunfluoreszcencia
Immunfluoreszcens vizsgalataink soran 5 normdl hasnyalmirigyet, 5 pancreas ductalis

adenocarcinomat, illetve 5 normal majat, 5 HCC-t és 5 iCC-t elemeztiink. A fagyasztott



blokkokbol szidrmazo, 5 um vastagsagi metszeteket methanol ¢és aceton 1:1 aranyu
keverékében pancreas esetében 5, a majmintdk esetében 10 percig -20°C-on fixaltuk, majd
szobah6mérsékleten megszaritottuk. A nem-specifikus fehérjekotédést PBS-oldattal (Protein
BlockSerum-Free; DAKO, Glostrup, Dania) gatoltuk 30 percig 37°C-on. A metszeteket a
primer antitestekkel 4°C-on, egy éjszakan at inkubaltuk.

Masodlagos antitestekként Alexa Fluor 568 kecskében termelt, nyul-ellenes IgG-t
(Invitrogen) és Alexa Fluor 488 szamarban, egér ellen termelt IgG-t (Invitrogen) hasznaltunk
1:200, PBS-higitasban (PhosphateBufferedSaline). Metszeteinket 30 percig
szobahdmérsékleten, sotétben inkubaltuk, majd magfestésként 4°,6-diamino-2 phenylindole
(DAPI)—tartalma Vectashieldet (VectorLabs., Burlingame, CA, USA) hasznaltunk.

Kettds immunfluoreszcens vizsgalatainkat pancreasszdvetekben tricellulin és occludin,
tricellulin és synaptophysin, illetve tricellulin és kollagén IV kolokalizacidjanak kimutatasa
céljabol végeztik. Mgjban tricellulin-CLDN-1 és — a tricellulin hamsejteken beliili
ban a tricellulin-CLDN-1, mig intrahepatikus cholangiocarcinomakban a tricellulin-CLDN-4
ko-lokalizaciojat elemeztiik. A fagyasztott metszeteket egy éjszakan at 4°C-on inkubaltuk a
fent részletezett primer antitestekkel, ezt kdvetden szekunder ellenanyagként szintén Alexa
Fluor 568 jelolt, kecskében termelt, nyul-ellenes 1gG-t (Invitrogen) és Alexa Fluor 488 jelolt,
szamarban, egér ellen termelt IgG antitestet (Invitrogen) hasznaltunk 1:200, PBS—higitasban
(Phopsophate Buffered Saline).

Az elvégzett immunreakciokat fluoreszcens mikroszkop (Leica, RXA, Wetzlar,
Németorszag) és konfokalis 1ézer scanning mikroszkop (Bio-Rad MRC-1024 system, Bio-
RadLab., Hercules, CA, USA) segitségével, harom fliggetlen szakorvos részvételével

elemeztiik.

3.2.3. Immunhisztokémiai reakciok

A 3 um vastagsagl, formalinban fixalt, paraffinba agyazott metszeteket xilolban
deparaffinaltuk és felszall6 alkoholsorban rehidraltuk. Az epitopfeltaras céljabol végzett 4
perces proteaz-1 emésztést kovetden (Ventana Tucson, AZ, USA) peroxidaz ¢és
fehérjeblokkolast végeztiink, majd mintainkat 42°C-on, 40 percen keresztiil inkubaltuk
nytlban termelt poliklonalis TRIC anti-C-terminalis antitesttel, 1:50 higitasban. A
jelerdsitéshez  Amplification Kitet (Roche, Indianapolis, USA) hasznaltunk. Az



immunhisztokémiai reakciokat HRP-alapti Ventana Benchmark XT (Ventana) immunfestd
automataval végeztik a gyartd ajanldsanak megfeleld protokoll szerint. A szekunder
ellenanyagok alkalmazasa utdn a reakciok lathatova tételéhez UltraView™ Universal DAB
DetectionKitet (Ventana) alkalmaztunk.

Pozitiv kontrollként hasnydlmirigy esetében a tricellulint ismerten expresszald egér
duodenumabdl szarmazd metszeteket, majmintadinkhoz human duodenumot hasznaltunk;
negativ kontrollmintaink elkészitése soran a primer antitesteket ’Antibody diluent’-tel

(Ventana) helyettesitettiik.

3.2.4. A tricellulin immunhisztokémiai reakciok értékelése

A tricellulin immunhisztokémiai reakciok kvantitativ elemzéséhez a metszeteket Mirax
Pannoramic Midi, illetve Pannoramic 250 Scanner (3D Histech, Budapest, Magyarorszag)
segitségével digitalizaltuk. Esetenként tizenot, pancreas esetében 40x, majmintaink sordn 60x
nagyitasu, véletlenszertien kivalasztott, nem atfed6 latoteret fotéztunk. Az immunpozitivitas
mértékének meghatarozasat digitalis morfometria segitségével (LeicaQwin Software; Leica,
Wetzlar, Németorszag) végeztiik.

Ennek soran meghataroztuk a vizsgalt l1atotér teljes pixelszdmahoz viszonyitva a pozitiv
teriiletek pixelszdmat, majd a program ez alapjan kiszamolta az immunpozitiv teriilet
szazalékos aranyat (Area %). A reakciok kiértékelésekor az esetenként vizsgalt 15 latotér
vizsgélatakor kapott értékeket atlagolva minden mintdhoz atlag-teriilet (area) %-ot
tarsitottunk. A pozitiv teriiletek szazalékos aranyat a teljes vizsgalt teriilethez viszonyitva

adtuk meg, ezt az értéket tekintettiik *Area %’-nak.

3.2.5. Statisztikai analizis

A statisztikai vizsgalatok sordn csoportjaink tricellulin-expresszidjanak mértékét vetettiik
Ossze, melyhez Mann-Whitney-féle non-parametrikus tesztet hasznaltunk. A talélési
elemzések soran Kaplan-Meier analizist végeztiink. A teljes tulélés (OS) intervalluménak a
diagnozistol a halal bekovetkeztéig tartd iddszakot tekintettiik. A talélés, illetve a tricellulin-
expresszid és egyéb valtozok kozti Osszefiiggést pancreas vizsgalataink soran log-rank,
majmintdink esetében Spearman-rank korrelacids teszttel elemeztiik. A tricellulin-expresszid
mértéke és a teljes tulélés kozotti relativ kockazat felméréséhez univariacios Cox-regresszios

analizist alkalmaztunk. Elemzéseink sordn a szignifikancia-hatart p <0.05-ben hataroztuk



meg. Statisztikai vizsgalatainkat a Statistica 7.0 szoftver (StatSoft Inc.,Tulsa, OK, USA)

segitségével végeztiik el.

3.2.6. Western-blot

Western-blot vizsgalatainkhoz 6-6 kontroll majbol, HCC-bdl és iCC-bdl, illetve 5-5 normal
pancreasbol és pancreas ductalis adenocarcinomabdl szarmazo fagyasztott szovetbdl
végeztiink fehérje-izolaciot. Ennek soran 50-50 mg mintat folyékony nitrogénben poritottunk,
majd centrifugalassal (13 200 rpm, 4°C, 5 min), illetve lizis-pufferben (20 mM TRIS pH7.5,
150 mMNaCl, 2 mM EDTA, 1% TritonX-100 ¢és proteaz-gatld koktél/SigmaAldrich, St
meghatarozas segitségével hatdroztuk meg, majd gélelektroforézist végeztiink mintanként 30
pug mennyiségli lizditummal 10% SDS-poliakrilamid gélen, 35 percen keresztiil, 200V
fesziiltséggel futtatva. Ezt kovetéen a fehérjemintdkat 100V fesziiltség mellett 75 percen
keresztiil, 4°C-on nitrocellul6z membranra blottoltuk. A folyamat ellendrzéséhez Ponceau-S
vords festést alkalmaztunk. Az aspecifikus fehérjekotddés kivédésére mintdinkat 5%
zsirmentes tejben (Sigma) inkubdltuk szobahdmérséketen, 30 percig. Mindezek utdn a
nitrocellul6z membranokat TRIS-pufferolt séban (TBS) higitott primer tricellulin (nyul
poliklonalis; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 1:500) és GAPDH (egér monoklonalis;
AbDSerotec, Kidlington, UK; 1:5000) antitestekkel inkubaltuk 4°C-on egy éjszakan at. TBS-
Tween (0.1% Tween 20) mosas utan tormaperoxidaz (HRP)-konjugalt masodlagos
ellenanyagokat alkalmaztunk (nytl- és egérellenes antitestek; Dako, Glostrup, Dania) 1:2000
TBS-higitasban 2 6ran keresztiil, szobahémérsékleten.

A folyamat végén az elkésziilt membranokat kemilumineszcens oldattal inkubaltuk (BioRad,
Hercules, CA, USA), majd az immunreakciokat Kodak géldokumentacios rendszer (Kodak,

Rochester, NY, USA) segitségével elemeztiik.

3.2.7. RT-PCR

RNS-izolalas
MRNS-expresszidos vizsgalatainkhoz 5 formalin-fixalt, paraffinba agyazott normal
hasnyalmirigyszovetet, 10 grade 1, 11 grade 2 és 9 grade 3 pancreas ductalis adenocarcinomat

valaszottunk ki.



Az RNeasy FFPE Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) segitségével teljes RNS-t izolaltunk 6t-6t
5-10um vastagsagu, nekrozis-, vérzés- és kotdszovetmentes makrodisszekalt metszetbol. Az
izolalt RNS mennyiségét NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.,Waltham, MA,

USA) spektrofotométer hasznalataval mértiik.

RNS reverz transzkripcio
A vizsgalatokhoz sziikséges DNS-t esetenként 1-1ug teljes RNS-bdl, High Capacity RNA-to-
cDNA Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) alkalmazasaval allitottuk el6.

Primertervezés

A realtime RT-PCR soran alkalmazando gén-specifikus primereket AllelelD 6.01
szoftverrel(Premier Biosoft International, CA, USA) terveztiik meg. Az izoforma-specificitas
¢és a tervezett primerek méretének meghatarozasahoz BioEdit szekvencia-ellenérzé szoftvert
(Tom Hall Ibis Therapeutics, Carlsbad, CA, USA) hasznaltunk. A primerek specificitasat
BiSearch szoftverrel (MTA Enzimologiai Intézet, Budapest, Magyarorszag) ellendriztiik.
Vizsgalataink soran a primer-specifikus amplifikacios hémérsékletet (58°C) gradiens-PCR

segitségével optimalizaltuk.

PCR és Real-Time PCR

SYBR Green-alapu real-time RT-PCR vizsgalatainkat az ABI Prism 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems) segitségével végeztiik el a gyartd protokolljanak
megfelelden. Bels6é kontroll-génként a konstitutivan expresszaldédé ABL-ab gént (Abelson
murine leukemia viral oncogene homolog 1) hasznaltuk. Az amplifikaciora varo 20 pl
reakcioelegy Power SYBR Green PCR Master Mix-et (AppliedBiosystems), 10 pM forward
¢és reverz primert és 100 ng cDNS-templatot tartalmazott. Az amplifikacié paraméterei a
kovetkezOk voltak: inkubacié 95°C-on 10 percig; majd 45 cikluson keresztiil 95°C-on 15
masodpercig, 60°C-on 1 percig és 72°C-on 15 masodpercig. Az olvadaspont-analizis soran 20
masodpercen at 95°C-os melegitést, 10 masodpercen keresztiil 45°C-on végzett hiitést, majd
95°C-ra valé ujramelegitést végeztink. A primer-specifikus amplifikaciot 2% agaroz

gélelektroforézissel és olvadaspont-analizissel ellendriztiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. ,Expresszalodik-e a TRIC normal human pancreasban? Amennyiben igen, az

expresszio mértéke kiilonbozik-e a ductalis, acinaris, illetve endocrin struktarakban?”

Immunhisztokémiai vizsgalataink soran egyértelmli TRIC-expressziot észleltiink az
acinussejtekben, a ductulusokban és a nagyobb ductusokban is. A TRIC a ductus- és
acinussejtek apicalis pélusdhoz kozeli tricellularis taldlkozasi pontoknak megfeleléen
pontszeriien helyezkedett el, mig linearis membran-pozitivitdas mutatkozott a bicellularis
junkciok teriiletén. A TRIC és occludin kettds immunfluoreszcens jeldlése sordn a két fehérje
egylittes elhelyezkedését detektaltuk a ductus- és acinussejtek apicalis membranjaban. Az
altalunk vizsgalt endocrin pancreasteriiletek egyike sem mutatott TRIC-pozitivitast.
Eredményeinket Western-blot segitségével is megerdsitettiik. Az anatomiai stuktaraktol fiiggo

expresszios kiilonbséget nem észleltiink.

4.2. ,Megfigyelheté-e a TRIC fehérje pancreas eredetii ductalis adenocarcinomakban?”

Az altalunk vizsgalt grade 1, grade 2 ¢és grade 3 differencialtsdgi ductalis
adenocarcinomakban a TRIC a daganatsejtek luminélis membranjanak megfeleléen pontszerti

elhelyezkedésben volt azonosithato.

4.3. ,Eszlelheto-e TRIC-expressziobeli kiilonbség a normal pancreas és a ductalis

adenocarcinomak, illetve az eltéro differencialtsagu adenocarcinomak kozott?”

Az ¢ép pancreashoz képest a jol differencidlt daganatokban lényegesen kevésbé volt
parhuzamosan a TRIC expresszidjanak kifejezett csOkkenését tapasztaltuk. A TRIC
expresszidja a vizsgalt grade 2 tumorok korében szignifikansan csokkent mind a normal
pancreasban, mind pedig a grade 1 daganatokban észleltekhez képest. A grade 3
adenocarcinomdk  szignifikdnsan  kevésbé  expresszaltdk a  TRIC-t a normal
hasnyalmirigyszovetekhez és a grade 1 daganatokhoz és a grade 2 tumorokhoz képest is. A
daganatok dedifferencialodasaval parhuzamosan csokkené TRIC-expressziot Western-blot

vizsgalattal is megerdsitettilk. Az elvégzett digitdlis morfometria alapjan a TRIC
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expresszidjanak szignifikdns csokkenését észleltiik a grade2 ductalis adenocarcinomdkban
mind a normdal, mind a grade 1 daganatokhoz képest. Ehhez hasonldan szignifikans
expresszios kiilonbséget tapasztaltunk a grade 3-s daganatcsoportban a normal pancreashoz és
a grade 1, illetve a grade 2 adenocarcinomakhoz képest is.

Tulélési vizsgalatainkhoz log-rank analizist végeztiink, mely szignifikans O0sszefliggést
mutatott a ductalis adenocarcinomak differencialtsaga ¢s a betegség tulélése kozott. A TRIC-
expresszio ¢és a tumor kiérettségének foka kozott észlelt szignifikdns Gsszefliggések alapjan
pedig a vizsgalt fehérje expresszioja ¢és a talélés mérteke kozott indirekt korrelacio
valoszintisithetd. A differencialt, magas TRIC expresszidt mutatd hasnyalmirigyrakos betegek
betegek tehat szignifikdnsan jobb tulélést mutatnak a rosszul differencialt, alacsony TRIC-
expresszioju daganatos betegekhez képest.

A TRIC-mRNS relativ expresszidja kvantitativ valds idejiit RT-PCR vizsgalataink alapjan
a normal hasnyalmirigyszovetben szignifikansan magasabbnak bizonyult mind a grade 1
daganatokhoz, mind a grade 2 adenocarcinomakhoz, mind pedig a grade 3 daganatokhoz
képest. A pancreasdaganatokon beliill a kiilonb6zd differencialtsdgi csoportok kozott
szignifikdns TRIC-mRNS-expressziobeli kiilonbségeket nem észleltiink, azonban a vizsgalt
fehérje mRNS-e a grade 3 csoportban a grade 1 és grade 2 daganatokhoz képest, a grade 2
adenocarcinomdkban pedig a grade 1 malignomdkhoz viszonyitva a tumorok gradusanak

novekedésével egyértelmiien csokkend tendenciat mutatott.

4.4. ,Kimutathatéo-e TRIC endocrin pancreasdaganatokban, s amennyiben igen,

eltéréen expresszaljak-e a kiillonboz6 gradusu endocrin tumorok ?”

Az altalunk vizsgalt neuroendocrin daganatok differencialtsaguktol fliggetleniil nem

mutattak TRIC immunpozitivitast.

4.5. ,Detektalhato-e a hasnyalmirigy acinussejtes carcinomajaban a TRIC?”

A hasnydlmirigy acinussejtes daganataiban kifejezett, pontszerli immunreakciot
észleltiink az abortiv mirigyszerli struktirdkat képezd tumorsejtek apicalis polusanak

megfelelden.
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4.6. ,,Jelen van-e normal human majszéovetben a TRIC? Amennyiben igen, észlelheto-e

expresszios vagy lokalizacios kiillonbség a majsejtek és az epeutak kozott?”

Immunfluoreszcencia segitségével a TRIC feltling, pontszeri halmozddésat tapasztaltuk a
tricellularis talalkozasi pontokban, mig a két sejt kozott kialakult junkcioknak megfeleléen
linedris membranpozitivitast észleltiink. Az altalunk vizsgélt normal majszévetekben a TRIC
heterogén expressziojat észleltiik. A vizsgalt ellenanyagok mind a hepatocytdk, mind pedig az
epeuti hamsejtek feliiletén kimutathatdéak voltak. Kettés immunfluoreszcens vizsgalataink
soran TRIC-CLDN-1 és TRIC-MRP2 ko-lokalizaciot észleltiink normal majban, megerdsitve
ezzel a TRIC leirt elhelyezkedését a hepatocytakban és a primer epeuti sejtekben. HCC-ban
TRIC-CLDN-1 ko-lokalizaciot azonositottuk, intrahepaticus cholangiocarcinomakban pedig
TRIC-CLDN-4 kettds jelolddést detektaltunk. A fibrolamellaris HCC-k esetében szintén két
sejt kozott linearis, harom sejt kozott pedig pontszeri TRIC-expressziot észleltiink.
Hasonléan az  immunfluoreszcens  vizsgdlatok  eredményeihez, az  elvégzett
immunhisztokémiai reakciok alapjan is heterogén TRIC-pozitivitast figyeltink meg. A
tricellularis junkcidknak megfeleléen pontszerli, mig a bicelluléris sejtkapcsold strukturakat
jelzé membranok mentén linedris pozitivitast tapasztaltunk majsejtekben, cholangiocytakban
és a nagyobb epevezetékekben egyarant. Eredményeinket Western-blot vizsgalattal is

alatamasztottuk.

4.7. , Kimutathato-e TRIC cirrhotikus, nem daganatos majszovetben?”

Az altalunk vizsgélt cirrhotikus méjszovetekben a gobok parenchyméjaban pontszerii és
linedris immunpozitivitast is azonositottunk. A kis- ¢és kozepes méretli epeutakban
tulnyomorészt pontszerli TRIC-jelolédést detektaltunk. Vizsgalataink soran nem észleltiink

Osszefiiggést a fehérje-expresszid mértéke €s a cirrhosis sulyossaga kozott.

4.8. ,,HCC-ban azonosithato-e a vizsgalt molekula?”

TRIC-immunhisztokémiai vizsgalataink eredménye a HCC-csoportban igen széles
hatarok kozott mozgott. Néhany HCC TRIC-negativnak bizonyult, mig masok esetében
kifejezett overexpressziot észleltiink. A jol ¢és kozepesen differencidlt daganatok

pszeudoglandularis struktirdjdban a normal epeuti hdmban észleltekhez hasonlé TRIC-
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expressziot figyeltink meg a daganatsejtek apicalis polusdhoz kozel. A rendezetlen
szerkezetli, trabeculékat és sejtfészkeket alkotd daganatsejtek kozott is linedris immunreakciot
észleltiink. Néhany grade 3 daganat esetében erds immunpozitivitist tapasztaltunk. Az
altalunk vizsgalt HCC-k kozil hat esetben a daganatsejtek 1-2%-aban magi pozitivitast is

észleltiink, ennek pontos magyarazatdhoz tovabbi vizsgalatok szilikségesek.

4.9. ,Van-e kiilonbség a Kiilonb6zo6 differencialtsagn HCC-k TRIC expressziojaban?”

Nem észleltiink szignifikans TRIC-expressziobeli kiillonbséget a normal majszdvetben, a
cirrhotikus méjban és a vizsgalt primer méjdaganatokban. A HCC-k kozel felében a normal
majszovet TRIC-expresszidjdnak kétszeresét mértiik. Hepato- ¢és cholangiocellularis
vizsgalataink soran sem a daganat differencialtsiga, sem a tumor mérete, sem a betegek
¢letkora kozott nem tapasztaltunk 6sszefiiggést.

A mijtumorok tulélésének vizsgalatdhoz szintén Kaplan—Meier elemzést alkalmaztunk,
mely alapjdn nem észleltliink Osszefiiggést a tumor kiérettsége, mérete vagy az életkor és a
teljes talélés kozott, ugyanakkor a TRIC-fehérjét kifejezetten expresszalo HCC-k esetében a
tulélési ido szignifikdnsan révidebb volt (p <0,05). Univariacios Cox-regresszio alapjan a
"TRIC-high’ — csoport kockazati aranya szintén szignifikdnsan magasabb volt (3,12; CI: 1,35-
7,2; p<0,01). A pancreas ductdlis adenocarcinomaihoz hasonldéan a cholangiocarcinomak
esetében a *"TRIC-high’—csoport talélése szignifikansan jobbnak mutatkozott a *TRIC-low’—
csoporthoz képest (p <0,05). Az epetti daganatok differencialtsagaval csokkend TRIC-
expresszio szignifikans kiilonbségeket eredményezett a tulélésben is (p <0,05).

Western-blot soran hepatocellularis carcinomakban a vizsgalt mintdk mindegyikében, 60
kDa kozelében figyeltiink meg fehérjekotddést. A mintdk kétharmaddban egy nagyobb, 80
kDa kornyéki termék is megfigyelhetd volt. Epelti tumorokat vizsgalva a mintdk
egyharmadéban, a jol differencialt daganatokban kimutattuk a fehérjét; hasonléan a HCC-
csoporthoz. A cholangiocarcinomak esetében is észlehetd volt egy nagyobb, 80 kDa koriili
fehérjetermék, emellett az epeuti tumorokban 50 kDa kozelében is specifikus terméket

azonositottunk.

Maijdaganatok esetében a legmagasabb TRIC-mRNS-expressziot a konvencionalis HCC-
csoportban észleltiik; mRNS-expresszios vizsgalataink alapjan legkevésbé a FLHCC termelte
a vizsgalt mRNS-t. Szignifikans kiilonbségeket nem tapasztaltunk.
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4.10. ,,Eléfordul-e a vizsgalni kivant protein fibrolamellaris HCC-ben?”

A klasszikus HCC-csoporthoz hasonléan a daganatfészkeket alkoté tumorsejtek apicalis
pélusan dontden linearis membranpozitivitast észleltiink. Els6, FLHCC-val kapcsolatos
vizsgalatunk sordn a normal majszévetben szignifikansan magasabb TRIC-protein expressziot
észleltiink, mint az iCC-k, a HCC-k, vagy a FLHCC-k esetében; az iCC-k pedig
szignifikansan kevésbé termelték a vizsgalt fehérjét a konvencionalis HCC-csoporthoz képest.
Kutatasunk folytatdsa sordn nagyobb esetszdmon is megismételtiik a vizsgélatot és igy nem
mutatkozott szignifikans kiilonbség a normal és a daganatos mintak TRIC-expresszidja
kozott, mely feltehetden a bdvitett esetszdmbol kdvetkezd pontosabb statisztikai eredménybdl
szignifikansan csokkent, hasonloan a pancreas ductalis adenocarcinomaival kapcsolatos

vizsgélatok soran észleltekhez.

4.11. , Eszlelheté-¢ a TRIC-fehérje termelédése cholangiocellularis carcinomaban, illetve

van-e expresszios Kiilonbség az eltéro differencialtsagi adenocarcinomak kozott?”

A cholangiocarcinomékat vizsgalva a TRIC expresszidjanak egyértelmii csokkenését
azonositottuk a daganatok dedifferencialodasaval parhuzamosan. A grade 3 tumorok gyenge
immunpozitivitdst mutattak, mig a jol differencidlt daganatok glandularis részében a normal
epeutakban észleltekhez hasonld, erdteljes, pontszerli TRIC-pozitivitast tapasztaltunk. A
HCC-k mirigyeket nem képzd tipusaiban igen gyenge jelet vagy a fehérje hianyat észleltiik.
Részben eltérd eredményeket kaptunk az intrahepatikus cholangiocarcinomak elemzésekor:
ebben a vizsgalati csoportban a HCC-hoz képest szignifikansan csokkent TRIC- expressziot
detektaltunk.

Digitalis morfometriai elemzéseink szerint a TRIC-pozitiv teriiletek szazalékanak atlagértékét
véve alapul, a hepato- és cholangiocellularis daganatok *'TRIC-high’ és *TRIC-low’ profillal
rendelkeznek. Az elvégzett Spearman-féle rangkorrelacid alapjan a daganat differencialtsaga,

mérete €s a betegek €letkora fliggetlen tényezonek tekinthetd.
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5. KOVETKEZTETESEK

1. A TRIC-protein az exocrin pancreasban mind az acinusok, mind a ductalis rendszer
hamsejtjeiben kimutathato volt. Az exocrin pancreas ductalis €s acinaris rendszerében észlelt
TRIC-expresszi6 intenzitdsaban és lokalizacidjdban nem észleltiink kiilonbséget. Az endocrin

hasnyalmirigyszdvetekben a TRIC-protein vizsgalataink alapjan nem expresszalodott.

2. Fehérjeszintii ¢s mRNS-expresszids vizsgalataink alapjan a TRIC mind fehérje-, mind

MRNS-szinten kimutathat6 pancreas ductalis eredetii adenocarcinomékban.

3. Fehérjeszinti vizsgalataink eredményei szerint a normal pancreashoz képest a grade
novekedésével, a  daganatok dedifferencidloddsdval parhuzamosan a  ductalis
adenocarcinoméak TRIC-expresszidja szignifikansan alacsonyabb. Molekularis vizsgalataink
szerint normal pancreasban szignifikinsan magasabb TRIC-mRNS-expresszio észlelhetd

mindharom differencidltsagu daganattipushoz képest.

4. A TRIC endocrin hasnyalmirigy-daganatokban differencialtsagol fiiggetleniil sem

fehérje-, sem MRNS-szinten nem volt kimutathato.

S. A pancreas acinussejtes carcinomaiban kifejezett, pontszerli immunreakciot észleltiink
a tumorosan transzformalt, mirigyszerli struktirakat alkotd daganatsejtek apicalis polusanak

megfelelden.

6. A normal majszovetben heterogén TRIC-expressziot észleltiink: a vizsgalt fehérje a
hepatocytdk és az epeuti hamsejtek feliiletén is kimutathat6 volt. A TRIC fehérje ko-
lokalizacioban volt kimutathat6 CLDN-1-gyel ¢és MRP2-vel, aldtamasztva ezzel a TRIC

apicalis elhelyezkedését a primer méj- és epeti sejtekben.

7. A vizsgélt macro- és micronodularis cirrhotikus majszovetben is sikeriilt TRIC
fehérjét detektalni. Expresszios mintdzatat illetden hasonld eredményre jutottunk a normal
majszovetekben azonositottakhoz  képest. Intranodularisan  pontszerli ¢és lineéris
immunpozitivitast is észleltink. Erdemi expressziobeli kiilonbséget nem igazoltunk a normal
majszovet TRIC-kifejezddéséhez képest. Eredményeink szerint nem all fenn Osszefiiggés a

fehérje-expresszido mértéke és a cirrhosis sulyossaga kozott.
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8. A TRIC fehérjeszinten kimutathatdo a kiilonboz6 differencialtsaghi hepatocellularis

carcinomakban, az expresszid mértéke azonban igen széles hatarok kozott mozog.

9. A grade 1 ¢és grade 2 tumorok TRIC-expresszidja hasonlonak mutatkozott a normal
epeuti hamban detektaltakhoz képest. A grade 3 daganatok rendezetlen sejtfészkeiben csak
linedris membranpozitivitdst azonositottunk, néhany rosszul differencialt daganat erds
immunpozitivitdst mutatott. Az altalunk vizsgalt HCC-k koziil hat esetben a daganatsejtek 1—
2%-aban magi pozitivitast is észleltliink, ennek pontos magyarazatdhoz tovabbi vizsgéalatok
sziikségesek. Hepato- és cholangiocellularis vizsgalataink sordn sem a daganat
differencidltsaga, sem a tumor mérete, sem a betegek ¢életkora kozott nem tapasztaltunk
Osszefiiggést. A TRIC-fehérjét kifejezetten expresszaldo HCC-k esetében a talélési 1d6

szignifikansan rovidebb volt.

10. Igazoltuk a TRIC fehérje jelenlétét FLHCC-ben, perimembranosus lokalizacioban. A
protein szignifikansan magasabban expresszalodott normal majszovetben a FLHCC-hoz

képest.

11. Az Aaltalunk vizsgélt cholangiocarcinomdkban a TRIC-fehérje kimutathaté volt a

daganatosan transzformalt sejtek felszinén pontszerii és linearis elhelyezkedésben egyarant.

12. Az intrahepatikus CC-csoportot vizsgalva szignifikans TRIC-expresszidé csokkenést
észleltink a daganatok dedifferencidlédasaval parhuzamosan. A cholangiocelluléris
daganatok esetén, szemben a HCC-csoporttal, egyben a pancreas ductalis
adenocarcinomaihoz hasonléan, a TRIC-t Kkifejezetten expresszald csoport talélése

szignifikansan jobbnak mutatkozott.
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